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Obwohl Batch-Chromatographie viele Nachteile wie die ineffiziente Nutzung der Kapazität 
und hohe Leerlaufzeiten aufweist, überwiegt bisher der Einsatz im Vergleich zur 
kontinuierlichen Chromatographie. Vor allem unter dem Gesichtspunkt der hohen 
Prozesskosten im Bereich des Downstream Processings, würde der Einsatz von 
kontinuierlichen Methoden zu Produktivitätssteigerungen und damit zur Senkung der 
Prozesskosten führen. 
In dieser Arbeit wurde ein kontinuierliches Chromatographie-System entwickelt und nach 
dem Periodic-Counter-Current-Chromatographie (PCCC)-Prinzip in Betrieb genommen. 
Das System wurde für (Einweg-)Membranadsorber als Alternative zu Säulen ausgelegt und 
soll damit aufgrund des erhöhten konvektiven Massentransports zu weiteren 
Produktivitätssteigerungen führen. 
Zunächst wurde das System mit drei Membranadsorbern und schließlich mit vier 
Membranadsorbern zur Optimierung des Systems und Steigerung der Flexibilität betrieben. 
Durch das Beladungsprinzip der PCCC können die Membranadsorber über die dynamische 
Bindungskapazität hinaus beladen werden. Das führt z. B. zur besseren Kapazitätsnutzung, 
verringertem Pufferverbrauch und zur Steigerung der Raum-Zeit-Ausbeute. Im Rahmen 
dieser Arbeit wurden drei Applikationsbeispiele zur kontinuierlichen Aufreinigung mit dem 
PCCC-System untersucht: die Aufreinigung einer Candida antarctica Lipase B, einer 
Patchoulolsynthase und eines monoklonalen Antikörpers. 
Das System eignet sich vor allem für die Aufreinigung mittels Affinitätschromatographie, 
da hier das Prinzip der PCCC bestmöglich ausgenutzt wird. Für die drei 
Applikationsbeispiele wurden Produktivitätssteigerungen zwischen 20 und 50 % sowie eine 
Steigerung der Kapazitätsnutzung von 20 % erreicht. Generell kann jedoch keine pauschale 
Aussage über die zu erzielenden Steigerungen getroffen werden, sodass jeder Prozess 
individuell bewertet werden sollte. 
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Although batch chromatography has many disadvantages, such as inefficient capacity 
utilization and long downtimes, its use has so far predominated over continuous 
chromatography. Particularly in regard to the high process costs in the field of downstream 
processing, the use of continuous methods would lead to productivity increases and thus to 
a reduction of process costs. 
In this work, a continuous chromatography system was developed and put into operation 
according to the principle of periodic counter-current chromatography (PCCC). The system 
was designed for (disposable) membrane adsorbers as an alternative to columns which could 
further increase the productivity due to higher convective mass transport. 
Initially, the system was operated with three membrane adsorbers and subsequently with 
four membrane adsorbers for system optimization and increased flexibility. Due to the 
loading principle of the PCCC the membrane adsorbers can be loaded beyond the dynamic 
binding capacity. This results, for example, in better capacity utilization, reduced buffer 
consumption and increased space-time yield. Three application examples for continuous 
purification with the system were presented: the purification of Candida antarctica lipase B, 
patchoulol synthase and a monoclonal antibody. 
The system is particularly suitable for purification by affinity chromatography, since the 
principle of PCCC is then optimally exploited. For the three application examples, 
productivity increases of 20 to 50 % and an increase in capacity utilization of 20 % were 
obtained. In general, however, no general statement can be made about the increases to be 
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 Einleitung  
Proteine tauchen überall in unserem Alltag auf. Sie dienen nicht nur als wichtiger 
Baustoff vieler Strukturen im menschlichen Körper, sondern finden auch in vielen 
Bereichen des täglichen Lebens eine Anwendung. In Waschmittel werden beispielsweise 
Proteine in Form von Enzymen eingesetzt, um die Waschleistung zu erhöhen. 
Für das oben genannte Beispiel werden oftmals rekombinant hergestellte Proteine 
verwendet. Die rekombinante Proteinproduktion ist seit den 1970er Jahren möglich [1]. 
Hierfür werden Bakterien, Hefen oder Säugetierzellen eingesetzt, wobei die Komplexität 
des Proteins die Wahl des Produktionsorganismus beeinflusst.  
Die rekombinanten Proteine finden Anwendung in verschiedenen Bereichen der 
Biotechnologie wie z. B. der roten Biotechnologie (Medizinische Biotechnologie, 
Antikörper) oder der weißen Biotechnologie (Industrielle Biotechnologie, Enzyme für die 
Lebensmittel-, Kosmetik- oder Textilindustrie). Die Herstellung eines biotechnologisch 
hergestellten Proteins setzt sich aus der Zellanzucht/Zellproduktion (Upstream 
Processing, USP) und der Aufreinigung des Proteins (Downstream Processing, DSP) 
zusammen. Wobei die genauen Prozessschritte stark vom jeweiligen Produkt bzw. 
Protein abhängen. In den letzten Jahren konnten erhebliche Produktivitätssteigerungen 
im Bereich des Upstream Processings erzielt werden, ohne dass die Kosten signifikant 
ansteigen. Die Kosten für das Downstream Processing eines biotechnologischen Produkts 
können daher bis zu 80 % der Herstellungskosten betragen [2, 3].  
Proteine werden am häufigsten mit chromatographischen Methoden aufgereinigt, da diese 
oftmals zur gewünschten Reinheit und Qualität des Produkts führen und damit die 
regulatorischen Ansprüche erfüllen. Bei der Chromatographie handelt es sich um eine 
Methode zur Auftrennung von Molekülen anhand ihrer Eigenschaften. Das Prinzip der 
(Flüssig-)Chromatographie beruht auf spezifischen Interaktionen, wie z.B. Ladung, 
Affinität oder Hydrophobizität. Die aufzutrennenden Substanzen werden in einer 
flüssigen Phase (meist wässrige Pufferlösung) durch eine stationäre, feste Phase 
transportiert und interagieren dadurch mit dieser [4]. 
Die Chromatographie wird hauptsächlich satzweise (im Batch, diskontinuierlich) 
durchgeführt, da diese im Vergleich zu kontinuierlichen Methoden einfacher zu 
handhaben ist. Der Batch-Prozess bringt jedoch viele Nachteile mit sich: einen erhöhten 
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Aufwand beim Betreiben sowie Starten einer neuen Charge, eine Fehleranfälligkeit durch 
Starten und Stoppen, sowie dass nur ein Teil der Kapazität der Chromatographie-
Materialien genutzt wird. 
Um durch Produktivitätserhöhungen die hohen Kosten für das Downstream Processing 
zu senken, könnten daher kontinuierliche Methoden eingesetzt werden. Durch die 
Verschaltung mehrerer Einheiten bei der kontinuierlichen Chromatographie kann 
zusätzliche Kapazität genutzt werden. Gleichzeitig kann die Produktivität des Prozesses 
gesteigert werden, indem die Raum-Zeit-Ausbeute erhöht und die Prozesszeit gesenkt 
wird. Dies führt zur Senkung der Prozesskosten und letztendlich zur Senkung des Preises 
des hergestellten Produkts. Die FDA (Food and Drug Administration, USA) befürwortet 
die kontinuierliche Prozessführung und führt neben diesem Punkt der Kostensenkung 
weitere Vorteile wie höhere Sicherheit und Effizienz an [5]. Viele weitere Aspekte 
sprechen für die Anwendung einer kontinuierlichen Prozessführung: schnellere und 
effizientere Prozesse, verbesserte Qualitätssicherung, größere Kontrollierbarkeit [6], 
vereinfachte Maßstabsvergrößerung (Scale-up) [7], Möglichkeit der Automatisierung, 
keine Batch-zu-Batch-Schwankungen und Kosteneinsparungen [8]. Viele Industrien 
haben Batch-Prozesse erfolgreich durch kontinuierliche Prozesse ersetzt, dazu gehören: 
die Stahlguss-Industrie, die Chemie- und vor allem die Petrochemie- sowie die 
Lebensmittelindustrie. Die biotechnologische und pharmazeutische Industrie ist in dieser 
Hinsicht eher ein Nachzügler. Erst in den letzten 10 Jahren stieg das Interesse daran 
kontinuierliche Prozesse einzuführen, wodurch bisher nur kleine Fortschritte verzeichnet 
wurden [9, 10]. Um den Ansprüchen der biotechnologischen Industrie gerecht zu werden, 
müssen voll-automatisierte kontinuierliche Chromatographie-Anlagen eingesetzt 
werden, welche mit einer intelligenten Steuerung im Sinne der PAT (Process Analytical 





Ziel dieser vorliegenden kumulativen Dissertationsarbeit ist die Etablierung einer 
automatisierten kontinuierlichen Chromatographie-Anlage nach dem Periodic-Counter-
Current-Chromatographie (PCCC)-Prinzip unter Verwendung von 
(Einweg-)Membranadsorbern. Die Membranadsorber werden dafür seriell und zyklisch 
beladen, um die Kapazitätsnutzung zu steigern und damit die Raum-Zeit-Ausbeute und 
somit die Produktivität des Prozesses zu erhöhen. Das System wird zunächst nach 
folgenden Ansprüchen ausgelegt, geplant und gebaut. Dabei soll vor allem berücksichtigt 
werden, dass nur notwendige Komponenten in das System integriert werden, bei 
gleichzeitiger Flexibilität des Systems. Das System-Setup soll zunächst mit einem 3-
Membranadsorber-Setup getestet und in Betrieb genommen werden. Für die Testung wird 
ein Gemisch aus BSA (Bovine Serum Albumin) und Lysozym gewählt und dieses soll 
mit der Anlage kontinuierlich aufgereinigt werden. Die Chromatographie-Bedingungen 
sollen so gewählt werden, dass BSA an einen Anionenaustausch-Membranadsorber 
bindet. Mit dem Modellgemisch sollen unter anderem Aussagen über die 
Kapazitätsnutzung, Pufferverbrauch, Produktivität sowie den Langzeitbetrieb getroffen 
werden. 
Im Rahmen dieser Arbeit werden drei Anwendungsbeispiele vorgestellt. Zwei 
Anwendungsbeispiele betreffen die Aufreinigung eines löslichen Proteins aus E. coli-
Lysat. Bei dem ersten Protein handelt es sich um Candida antarctica Lipase B (CalB), 
ein für die Biokatalyse relevantes Protein, welches beispielsweise in Waschmittel 
eingesetzt wird. CalB soll mittels Ionenaustauschchromatographie aufgereinigt werden. 
Daher sollen geeignete Bedingungen gefunden und auf die kontinuierliche 
Chromatographie-Anlage übertragen werden. Das zweite Anwendungsbeispiel ist die 
Aufreinigung des Enzyms Patchoulolsynthase (PTS). Dieses wird zur biotechnologischen 
Produktion von Patchouli (Duftstoff) eingesetzt. Da diese PTS einen His-Tag besitzt, soll 
Immobilisierte-Metallionen-Affinitätschromatographie (IMAC) verwendet werden, um 
PTS aus dem Lysat zu isolieren. Hierbei sollen verschiedene Bedingungen (Puffersystem, 
Metallionen) unter Berücksichtigung der Enzymaktivität untersucht werden. Die 
optimierte Batch-Methode soll ebenso auf das kontinuierliche PCCC-System übertragen 
werden. 
Im Laufe der Arbeit soll die Anlage weiterentwickelt und auf vier Membranadsorber 
Einheiten ergänzt werden, um die Funktionalität des Systems zu erweitern. Im Rahmen 
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der Weiterentwicklung soll die Automatisierung (intelligente Steuerung) und 
Digitalisierung abgeschlossen werden. Dafür werden die Benutzeroberfläche (GUI) und 
andere Teile der Programmierung dahingehend verbessert, dass das System 
benutzerfreundlicher und robuster wird. Des Weiteren soll die Geräteansteuerung mithilfe 
von SiLA 2 (Standardization in Lab Automation 2) standardisiert werden. 
Mit der weiterentwickelten PCCC-Anlage soll eine Anwendung gezeigt werden, bei der 
ein sekretierter Antikörper aus einem Zellkulturüberstand aufgereinigt wird. Für die 
Aufreinigung des Antikörpers soll die Protein-A-Chromatographie (Affinitäts-
chromatographie) eingesetzt werden, da diese die Standard-Methode zur Aufreinigung 
von Antikörpern darstellt. Der Antikörper soll zukünftig als aktiver Wirkstoff in einem 
Medikament eingesetzt werden. Daher wird die Chromatographie unter Berücksichtigung 
der Qualität optimiert und auf die PCCC-Anlage übertragen. 
Aus den Ergebnissen der drei Anwendungsbeispiele sollen Schlussfolgerungen getroffen 
werden, inwieweit die Verwendung der kontinuierlichen Chromatographie mit 
Membranadsorbern zur Steigerung der Produktivität bzw. zur Steigerung der 
Kapazitätsnutzung im Vergleich zum Batch-Prozess führt. Weiterhin soll der Einsatz von 
Membranadsorbern im Generellen als Alternative zu Chromatographie-Säulen diskutiert 
werden. Schließlich soll eine Empfehlung gegeben werden, für welche Systeme und 
Produkte sich die kontinuierliche Chromatographie eignet. 
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 Theoretische Grundlagen 
Im ersten Abschnitt dieser Arbeit werden die theoretischen Grundlagen der 
Chromatographie vorgestellt sowie in das Thema der kontinuierlichen Chromatographie 
mit Fokus auf der verwendeten Periodic-Counter-Current-Chromatographie (PCCC) 
eingeführt. 
2.1 Grundlagen der Chromatographie 
Für die Aufreinigung von Proteinen ist Chromatographie die Methode der Wahl [12], da 
fast jede Trennaufgabe damit bewältigt werden kann und verschiedene 
Proteineigenschaften (z. B. Nettoladung, Affinität, Größe, Hydrophobizität) zur 
Trennung genutzt werden können. In dieser Arbeit werden die Ionenaustausch-
chromatographie sowie die Affinitätschromatographie verwendet. 
Die Ionenaustauschchromatographie (IEX) erlaubt das Auftrennen von geladenen 
Molekülen auf der Grundlage von Unterschieden in den Ladungseigenschaften der 
Moleküle. Durch die vielen Vorzüge ist die Ionenaustauschchromatographie die am 
meisten verwendete Technik in der Flüssigchromatographie [13], dazu gehören ein 
breiter Anwendungsbereich, moderate Kosten, ein gutes Auflösungsvermögen, einfache 
Maßstabsvergrößerung sowie die leichte Automatisierung. Wie bei anderen Formen der 
Flüssigchromatographie wird zwischen der mobilen und der stationären Phase 
unterschieden. Die mobile Phase ist eine wässrige Pufferlösung, in der das zu trennende 
Substanzgemisch vorliegt. Die stationäre Phase besitzt funktionelle Gruppen, die je nach 
Anwendung eine positive (Anionenaustauschchromatographie, AEX) oder negative 
(Kationenaustauschchromatographie, CEX) Ladung tragen [14]. Um ein Protein an einen 
Ionenaustauscher zu binden, muss das Protein eine Nettoladung aufweisen (vgl. 
Abbildung 1). Bei einem pH-Wert oberhalb des isoelektrischen Punkts (pI) ist ein Protein 
negativ geladen (Anion) und kann an einen Anionenaustauscher gebunden werden. Bei 
einem pH-Wert unterhalb des isoelektrischen Punkts (pI) ist ein Protein positiv geladen 
(Kation) und kann an einen Kationenaustauscher gebunden werden. Der pH-Wert des 
Puffersystems sollte mindestens eine halbe pH-Einheit von dem pI gewählt werden, um 
eine ausreichend starke Bindung an den Ionenaustauscher zu garantieren [15]. 
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Abbildung 1: Der Effekt des pI-Wertes auf die Proteinoberflächennettoladung; in Anlehnung an 
[15]. 
Die Affinitätschromatographie ist nach der IEX die zweithäufigst verwendete 
Chromatographie-Methode [13] und trennt ein Flüssigkeitsgemisch nicht nach der Größe 
der einzelnen Moleküle oder deren Ladung auf, sondern nutzt die spezifischen 
Struktureigenschaften von Proteinen für eine selektive Auftrennung. Verwendet wird 
dabei die Interaktion zum Beispiel zwischen Enzymen und Substraten, Rezeptoren und 
ihren Liganden oder die Bindung zwischen Antigen und Antikörper [16]. Diese reversible 
Bindung kann mithilfe von Denaturierungsmitteln, Konkurrenzanaloga oder durch 
Änderung der umgebenden Bedingungen wie pH-Wert, Ionenstärke und Polarität gelöst 
werden, um das gewünschte Protein zu gewinnen [17]. Beispiele sind die Protein-A-
Chromatographie zur Aufreinigung von Antikörpern oder die Immobilisierte-
Metallionen-Affinitätschromatographie (IMAC) zur Aufreinigung von Proteinen mit 
einem His-Tag. 
2.2 Kontinuierliche Chromatographie 
Der Wechsel vom Batch-Prozess zum kontinuierlichen Prozess führte in vielen Industrien 
zu erheblichen Verbesserungen [18]. Dabei ist der kontinuierliche Prozess definiert als 
eine Grundoperation, bei der ein kontinuierlicher Fluss für längere Zeiträume verarbeitet 
wird. Ein kontinuierlicher Gerätebetrieb hat ein minimales internes Haltevolumen, das 
kontinuierlich oder zyklisch in kleineren Mengen abgeführt werden kann [19].  
Dennoch wird zur chromatographischen Aufreinigung hauptsächlich der Batch-Betrieb 
genutzt. Denn obwohl die kontinuierliche Prozessführung viele Vorteile 
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(Produktivitätssteigerung, kleinere Chromatographie-Anlagen/-Materialien, Kosten-
einsparungen) mit sich bringt, müssen noch einige Hürden genommen werden. Das sind 
beispielsweise die hohen Anschaffungskosten für die komplexen Anlagen oder der hohe 
Aufwand für die Automatisierung. Deswegen scheint es derzeit noch einfacher zu sein, 
den Batch-Prozess in die Produktion zu übertragen, als den kompletten Prozess 
kontinuierlich auszulegen [19]. Daher wurden im Bereich der Chromatographie im 
Vergleich zu anderen Bereichen bisher eher kleinere Erfolge erzielt [2]. 
Die erste kontinuierliche multi-column Chromatographie wurde in den 1920ern 
durchgeführt (Merry-Go-Round-Installation): Zwei Säulen wurden in Reihe beladen, 
während die dritte Säule regeneriert wurde. Der Produktdurchbruch wurde auf der 
zweiten Säule aufgefangen [20]. Abbildung 2 zeigt wie dieses Beladungsprinzip die 
Kapazitätsnutzung der ersten Säule steigert und somit deutlich effizienter ist als der 
Batch-Prozess [21]. 
 
Abbildung 2: Exemplarische Durchbruchskurve; in Anlehnung an [22]. 
Zu sehen ist eine Produktdurchbruchskurve, wobei die Produktkonzentration gegen das 
Elutionsvolumen aufgetragen wurde. Die Flächen A und B über der Durchbruchskurve 
entsprechen der Menge an Produkt, die an die erste Säule bzw. Chromatographie-Einheit 
gebunden wurde. Die Fläche C unter der Durchbruchskurve entspricht der Menge an 
Produkt, die am Ausgang der Chromatographie-Einheit gemessen wird. Beim Batch-
Prozess endet die Beladung des Chromatographie-Materials in der Regel bei Erreichen 
von 10 % des Produktdurchbruchs (10 % c0 oder 10 % DB). Dieser Punkt wird auch als 
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Dynamische Bindungskapazität (DB) bezeichnet und gibt die Menge an Produkt an, die 
unter den gegebenen Bedingungen bindet, bevor ein signifikanter Durchbruch (bzw. 
Verlust) an ungebundenem Produkt auftritt. Gängige Werte des Produktdurchbruchs 
liegen zwischen 1 und 10 % der aufgetragenen Produktkonzentration. Bei der Batch-
Chromatographie wird demnach nur ein Teil der Kapazität (Fläche A) genutzt. Durch das 
Verschalten von zwei Chromatographie-Einheiten in der kontinuierlichen 
Chromatographie, wird die Kapazitätsnutzung gesteigert und es wird zusätzlich Fläche B 
an die erste Chromatographie-Einheit gebunden sowie die Fläche C auf der zweiten 
Chromatographie-Einheit aufgefangen. Dies führt z. B. zu verringertem Pufferverbrauch 
und einer kürzeren Prozesszeit. 
2.2.1 True Moving Bed Chromatographie 
In den 1950er Jahren wurde der Counter-Current-Ansatz eingeführt und für die True 
Moving Bed (TMB) Chromatographie zur Aufreinigung von (binären) Flüssig-Flüssig-
Gemischen verwendet.  Abbildung 3 stellt das schematische Prinzip der Counter-Current-
Chromatographie mit einer stationären (festen) und einer mobilen (flüssigen) Phase dar: 
Die stationäre und mobile Phase bewegen sich in entgegengesetzter Richtung. Die 
aufzutrennende Probe (Feed) wird in der Mitte der Säule aufgetragen und die 
aufgetrennten Substanzen können in Abhängigkeit ihrer Affinität zur stationären Phase 
an den Enden der Säule (Extrakt und Raffinat) aufgefangen werden [23]. 
 
Abbildung 3: Schematische Darstellung der Counter-Current-Chromatographie; übersetzt nach 
[23]. 
2.2.2 Simulated Moving Bed Chromatographie und Periodic-Counter-
Current-Chromatographie 
Der Ansatz der TMB Chromatographie wurde zur quasi-kontinuierlichen Simulated 
Moving Bed (SMB) Chromatographie weiterentwickelt und im Jahr 1961 als Anwendung 
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für Festbettsäulen zur Auftrennung binärer Stoffgemische (fest-flüssig) vorgestellt. Dabei 
wird eine kontinuierliche Gegenstrombewegung der festen Phase durch periodisches 
Schalten von Ventilen simuliert [20, 23]. Eine weitere kontinuierliche Methode ist die 
Periodic-Counter-Current-Chromatographie (PCCC). Sie ist wie die SMB eine quasi-
kontinuierliche Chromatographie-Methode, bei der der Gegenstrom durch Schaltung von 
Ventilen simuliert wird. Grundlegend basieren SMB und PCCC also auf dem Counter-
Current-Prinzip und der Verschaltung mehrerer Chromatographie-Einheiten. Der 
Unterschied der Methoden liegt zum einen in der Prozessauslegung und zum anderen in 
der Prozesssteuerung; denn bei der SMB wird der Prozess mithilfe von 
Adsorptionsisothermen ausgelegt und bei der PCCC durch Aufnahme der 
Durchbruchskurve, wobei der Prozess weiterhin dynamisch gesteuert werden kann. Eine 
geeignete Prozesskontrollstrategie ist ein wesentliches Element eines kontinuierlichen 
Chromatographie-Prozesses und ist im Sinne der PAT-Initiative. Durch die Überwachung 
des UV-Signals während der PCCC kann die Qualität während des Prozesses überwacht 
werden. Diese Überwachung ist ein Schlüsselelement in der industrialisierten Produktion 
von bspw. Biopharmazeutika. Weiterhin wird die SMB zur Auftrennung von binären 
Stoffgemischen verwendet, da nur in zwei Fraktionen getrennt werden kann [24, 25]. Die 
PCCC kann zur Auftrennung von mehreren Komponenten verwendet werden, wobei der 
Prozess flexibel durch Ergänzung von Chromatographie-Einheiten erweitert werden 
kann. Damit eignet sich die PCCC vor allem für die Aufreinigung von Proteinen aus 
komplexen Gemischen wie Lysat oder Zellkultur. Aufgrund der zuvor genannten Vorteile 
der PCCC wurde das Prinzip für die Auslegung einer kontinuierlichen Chromatographie-
Anlage gewählt. Das Funktionsprinzip sowie das Anlagen-Setup werden detailliert in 2.4 
beschrieben. 
2.2.3 Preparative Continuous Annular Chromatographie 
Neben diesen zwei quasi-kontinuierlichen Chromatographie-Methoden ist die 
kontinuierliche Preparative Continuous Annular Chromatographie (P-CAC) zu 
erwähnen. Die P-CAC wurde ebenfalls in den 1950er Jahren entwickelt. Bei der P-CAC 
sitzt die stationäre Phase in einem Ring, welche um ihre Achse rotiert. Die aufzutrennende 
Lösung wird oben an einer festen Position auf die Säule aufgetragen und die 
Komponenten abhängig von der Interaktion mit der Säule aufgetrennt. Anders als bei den 
oben vorgestellten Methoden, tritt hier ein Cross-Current von mobiler und stationärer 
Phase auf [11, 12, 26]. Damit ist die Auftrennung komplexer Gemische möglich. 
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Dennoch ist ein entscheidender Nachteil, dass das einheitliche Packen der Säulen nicht 
sehr reproduzierbar ist [26]. 
2.3 Membranadsorber 
Neben der oben beschriebenen Hardware-Entwicklung wurden neue Chromatographie-
Materialien und Liganden entwickelt, um die Limitierung des Massentransports durch 
Diffusion bei herkömmlichen Säulen zu überwinden. Neuste Entwicklungen haben 
besonders die Membranchromatographie sehr interessant für die Aufreinigung von 
Biomolekülen gemacht [9]. In Abbildung 4 ist eine schematische Darstellung eines 
Chromatographie- Partikels sowie eines Membranadsorbers gezeigt. Wie zu erkennen ist, 
wird das Erreichen der Bindungsstellen im Chromatographie-Partikel durch 
Porendiffusion limitiert. Dagegen können die Bindungsstellen auf den 
Membranadsorbern unmittelbar durch den konvektiven Fluss erreicht werden. Hier tritt 
lediglich Filmdiffusion auf [27]. 
 
Abbildung 4: Schematische Darstellung des Massentransports in einem Chromatographie-Partikel 
und einem Membranadsorber; in Anlehnung an [28]. 
(Einweg-)Membranadsorber (MA) können in kontinuierlichen Chromatographie-
Systemen im Niederdruckbereich verwendet werden [20]. Membranadsorber weisen 
neben hoher mechanischer Stabilität auch eine starke Salz- und pH-Toleranz auf [29]. Die 
Kapazität von Membranadsorbern ist unabhängig von der Durchflussrate [30] und 
ermöglicht so höhere Durchsätze respektive die Prozessierung niedriger Produkttiter. 
Trotzdem sind die Durchbruchkapazitäten von Säulen und Membranadsorbern 
vergleichbar [31]. Darüber hinaus ist der up- und down-scale von Membranadsorbern 
einfach, da die Kapazität nur von der Membranoberfläche abhängt [32]. 
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2.4 Aufbau und Funktionsweise der entwickelten PCCC-Anlage 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine kontinuierliche Chromatographie-Anlage nach dem 
Periodic-Counter-Current-Chromatographie (PCCC)-Prinzip geplant, aufgebaut und in 
Betrieb genommen. In der PCCC werden bis zu zwei Chromatographie-Einheiten in 
Reihe geschaltet, um den Produktdurchbruch der ersten Chromatographie-Einheit auf der 
zweiten Chromatographie-Einheit aufzufangen. Das UV-Signal der Durchbruchskurve 
dient als dynamische Steuerung für die Automatisierung. Diese Betriebsart ermöglicht 
eine Beladung der Chromatographie-Einheit über der dynamischen Bindungskapazität 
und nahe der statischen Bindungskapazität (verfügbare Kapazität der Chromatographie-
Einheit im Gleichgewicht) und führt somit zu einer höheren Kapazitätsnutzung der 
Chromatographie-Einheit [6, 33]. Im Gegensatz zu kommerziell erhältlichen 
Chromatographie-Systemen, ist diese Anlage auf Membranadsorber ausgelegt, da diese, 
wie in 2.3 beschrieben, Vorteile gegenüber Säulen aufweisen. 
Das System wurde zunächst für drei Membranadsorber-Einheiten (3MA-PCCC) 
aufgebaut und schließlich auf vier Einheiten erweitert (4MA-PCCC). Mit der 3MA-
PCCC konnte ein einfacher Prozessablauf aus Beladen, Waschen, Eluieren und 
Regenerieren abgebildet werden. Durch Erweiterung der Anlage auf vier 
Membranadsorber, konnte zusätzlich dazu der Waschschritt über den vierten 
Membranadsorber geleitet werden. Dies ist wichtig, um Produktverluste zu vermeiden 
und wird als interconnected wash bezeichnet. 
Das 4MA-PCCC-Setup wurde erfolgreich mit dem Modellproteingemisch aus BSA und 
Lysozym getestet, wobei BSA (Produkt) an den Membranadsorber Sartobind® Q75 
gebunden wurde. Die Anlage wurde sowohl zeitlich als auch dynamisch über das UV-
Signal gesteuert. Der kontinuierliche Betrieb erzielte im Vergleich zum Batch-Prozess 
eine gesteigerte Raum-Zeit-Ausbeute, eine Steigerung der Kapazitätsnutzung von 20 %, 
sowie Puffereinsparungen. 
Auf die genaue Funktionsweise der verwendeten PCCC und das Anlagen-Setup wird im 
nachfolgenden Artikel „Development and Testing of a 4-Columns Periodic Counter-
Current Chromatography System Based on Membrane Adsorbers“ (2019, Separations) 
eingegangen. Die zuvor beschriebenen Zusammenhänge werden nochmals aufgegriffen 
und die Periodic-Counter-Current-Chromatographie detailliert anhand eines Beispiels 
erläutert.  
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 Experimenteller Teil 
Dieses Kapitel setzt sich aus drei wissenschaftlichen Publikationen zusammen, die sich 
mit Anwendungsbeispielen für die kontinuierliche Chromatographie mit der vorgestellten 
PCCC-Anlage (aus Kapitel 2.4) beschäftigen. 
Der Schwerpunkt liegt auf der Etablierung von kontinuierlichen Aufreinigungsmethoden 
für die Zielproteine unter Verwendung der entwickelten PCCC-Anlage. Als Alternative 
zu herkömmlich verwendeten Chromatographie-Säulen werden (Einweg-) 
Membranadsorber verwendet. Diese sind kommerziell erhältlich und können mit 
verschiedenen Liganden bestückt gekauft werden. In dieser Arbeit werden 
Membranadsorber der Sartobind® Serie (Q75, IDA75, Protein A 2 mL) verwendet. 
Die PCCC-Anlage wurde zunächst mit einem einfachen Setup unter Verwendung von 
drei Membranadsorbern entwickelt. Dieses Setup wird in den ersten zwei Publikationen 
verwendet. Der Systemaufbau wird in der ersten Publikation mit dem Titel „Continuous 
purification of Candida antarctica lipase B using 3‐membrane adsorber periodic 
counter‐current chromatography“ (2018, Engineering in Life Sciences) vorgestellt. In 
dieser Veröffentlichung wird die Methodenentwicklung zur Aufreinigung von Candida 
antarctica Lipase B (CalB) beschrieben, sowie die Übertragung der Batch-Methode auf 
die PCCC-Anlage dargestellt. CalB wurde mittels Anionenaustauschchromatographie 
(AEX) aus dem E. coli-Lysat isoliert. Die kontinuierliche Aufreinigung mit der 
optimierten Methode hat sich hierbei als praktikabel erwiesen, allerdings ist die nicht-
selektive Bindung der AEX unvorteilhaft. Im Zuge der weiteren Arbeiten wird daher 
Affinitätschromatographie angewandt. 
Die zweite Veröffentlichung „Optimization of continuous purification of recombinant 
patchoulol synthase from E. coli with membrane adsorbers“ (2019, Biotechnology 
Progress) beschäftigt sich mit der kontinuierlichen Aufreinigung von Patchoulolsynthase 
aus E. coli-Lysat mittels Immobilisierte-Metallionen-Affinitätschromatographie (IMAC). 
Diese ist aufgrund des angebrachten His-Tags möglich. Da das aufzureinigende Enzym 
eher instabil ist, wurde bei der Methodenentwicklung besonders die Enzymaktivität 
berücksichtigt. Nach der erfolgreichen Pufferoptimierung wurden verschiedene 
Metallionen getestet und die besten Bedingungen gefunden. Auch hier wurde die Batch-
Methode auf die PCCC-Anlage übertragen und konnte erfolgreich abgebildet werden. 
Aufgrund der niedrigen Produktkonzentration wurde die PCCC-Anlage zeitlich 
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gesteuert; eine hohe Produktkonzentration wäre für die optimale Durchführung der PCCC 
jedoch wünschenswert. 
Daher befasst sich die dritte Veröffentlichung „Membrane Adsorber for the Fast 
Purification of a Monoclonal Antibody Using Protein A Chromatography“ (2019, 
Membranes) mit der Aufreinigung eines monoklonalen Antikörpers (mAb) aus Chinese 
Hamster Ovary (CHO)-Zellüberstand. Im aufzureinigenden Überstand wurden 0,6 g/L 
monoklonaler Antikörper nachgewiesen. Diese Produktmenge liefert optimale 
Voraussetzungen für die PCCC-Anlage und die intelligente Steuerung anhand des UV-
Signals. Der Fokus der Aufreinigung lag neben der Chromatographie-Performance des 
Capture-Schrittes auf der Qualität und Stabilität des mAb unter den durchgeführten 
Bedingungen. Die Batch-Methode wurde dahingehend optimiert und auf die PCCC-
Anlage mit vier Membranadsorbern übertragen. Die PCCC-Anlage wurde auf vier 
Membranadsorber-Einheiten erweitert, um u.a. weitere Sequenzen in die kontinuierliche 
Methode zu integrieren. Damit wird eine weitere Prozessphase ermöglicht, der 
interconnected wash, durch den wie in 2.4 beschrieben, die Produktausbeute erhöht 
werden kann. 
Da die Komplexität und Automatisierung von kontinuierlich betriebenen Anlagen 
oftmals abschreckend wirken, dennoch sehr wichtig für die Industrialisierung sind, wurde 
flankierend im Rahmen eines Digitalisierungsprojektes die Digitalisierung der PCCC-
Anlage vorgenommen (BMBF-Projekt DigInBio FKZ 031B0463C). Das bedeutet 
erstens, dass die Geräteansteuerung mittels SiLA 2 standardisiert wurde, also alle 
verbauten Gerätekomponenten miteinander kommunizieren können. Zweitens wurde die 
Bedienung vereinfacht, indem ein Methoden-Editor und eine leicht verständliche 
Benutzeroberfläche implementiert wurden. Der Methoden-Editor wurde mit Blockly 
Software (Google Developers, USA) realisiert und erlaubt die einfache Erstellung von 
Methoden im Webbrowser. Der Benutzer gibt, wie in Abbildung 5 zu sehen ist, die 
gewünschten Prozessparameter (z. B. Flussraten) ein und kann die Methode dann 
speichern. Über die Benutzeroberfläche (Graphical User Interface, GUI) in Abbildung 6 
kann die erstellte Methode aufgerufen und gestartet werden. Die aktuellen 
Prozessparameter wie UV-Werte, Druckwerte und die Fraktionsnummer werden laufend 
geloggt und können ebenfalls abgelesen werden. In den weiteren Tabs können die Daten 
exportiert sowie das Chromatogramm des aktuellen Laufs verfolgt werden.  
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Abbildung 5: Blockly-Methoden-Designer. Über den Webbrowser können Methoden erstellt und 
gespeichert werden. 
 
Abbildung 6: GUI der 4MA-PCCC-Software zur Steuerung und Überwachung des 
Chromatographie-Prozesses. 
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3.1 Kontinuierliche Aufreinigung von Candida antarctica Lipase B aus 
E. coli-Lysat   
In diesem Kapitel wird die Aufreinigung von industriell relevanter Candida antarctica 
Lipase B (CalB) beschrieben. Durch den Einsatz von (Einweg-)Membranadsorbern in 
Kombination mit der PCCC-Anlage soll die Aufreinigung von CalB etabliert und 
verbessert werden. Dafür wurden Hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC) und 
Anionenaustauschchromatographie (AEX) unter Verwendung verschiedener Puffer im 
Batch-Betrieb getestet und mit bereits veröffentlichen Methoden verglichen [34–37]. Um 
die Produktivität der Chromatographie zu steigern, wurde die etablierte Methode auf die 
PCCC-Anlage mit drei Membranadsorbern übertragen. Der Batch-Prozess wurde mit 
dem kontinuierlichen Prozess in Bezug auf die Qualität und Quantität der Aufreinigung, 
den Verbrauch von Verbrauchsmaterialien und die Prozesszeit verglichen. 
CalB (EC 3.1.1.3) ist eine der meist eingesetzten Lipasen in der Biokatalyse [38] und 
wird der Familie der Serinhydrolasen zugeordnet [38]. Die dreidimensionale Struktur von 
CalB ist in Abbildung 7 zu sehen. CalB besteht aus 317 Aminosäuren und weist ein 
Molekulargewicht von 33 kDa auf [39]. 
 
Abbildung 7: Dreidimensionale Struktur der Candida antarctica Lipase B (PDB ID: 4K6G). 
Aufgrund der vielen vorteilhaften Eigenschaften wie breites Substratspektrum, hohe 
Temperaturstabilität bis 60°C und pH-Stabilität im Bereich von pH 3–10 [40], findet 
CalB in verschiedenen Bereichen Anwendung. Das sind bspw. die Anwendung in der 
Waschmittelindustrie [38], bei der Herstellung von Fruchtestern oder L-Menthol [41, 42] 
sowie im Lebensmittelbereich zur Entfernung von strengem Geruch in Schaf- und 
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Ziegenmilchprodukten [43, 44]. Der weite Stabilitätsbereich lässt sich auf den breiten pI-
Bereich der CalB von pH 5–8 zurückführen [34]. 
Die Aufreinigung von CalB ist jedoch aufgrund des breiten pI-Bereichs problematisch, 
sodass mit konventioneller Säulenchromatographie noch keine optimale Strategie 
entwickelt wurde. Hauptsächlich wurde die Ionenaustauschchromatographie eingesetzt, 
die eine Ladung der CalB voraussetzt. Aufgrund des pI-Bereichs von CalB muss 
unterhalb von pH 5 (positiv geladen) oder oberhalb von pH 8 (negativ geladen) gearbeitet 
werden. Darüber hinaus sollte CalB in diesen pH-Bereichen in seiner Aktivität nicht 
beeinträchtigt werden.  
In dieser Arbeit wurde eine Methode für die Aufreinigung der CalB mit dem AEX-
Membranadsorber Sartobind® Q75 entwickelt. Der Puffer der Wahl war 20 mM TRIS-
HCl, pH 8,5 und die Elution von CalB erfolgte mit 0,2 M NaCl (20% Puffer B) und 
gebundene Verunreinigungen wurden mit 1 M NaCl (100% Puffer B) eluiert. Die 
dynamische Bindungskapazität betrug 56 µg/cm2 CalB und die statische 
Bindungskapazität betrug 84 µg/cm2 CalB (mit MA Sartobind® Q75). Die Aufreinigung 
von CalB aus E. coli-Lysat führte zu einer hohen spezifischen Aktivität von 223 U/mg 
(wobei die Aktivität des Lysats vor der Aufreinigung 55 U/mg betrug) und einer 
Wiederfindung von 97 %. Darüber hinaus zeigten die CalB-Fraktionen eine hohe 
Reinheit. Im Vergleich zu den veröffentlichten Methoden mit Säulen wurden eine hohe 
Wiederfindung, eine hohe Aktivität und ebenfalls hohe Reinheit erzielt (vgl. [34–37]). 
Diese vielversprechende Methode zur Aufreinigung von CalB wurde auf die 3MA-
PCCC-Anlage übertragen. Die Werte für die intelligente Prozessteuerung mittels UV-
Signal wurden mit 10 % Produktdurchbruch (Switching Condition 1, SC1) und 70 % 
Produktdurchbruch (Switching Condition 2, SC2) definiert und ermittelt. 
Im Rahmen der durchgeführten PCCC wurden 0,9 L E. coli-Lysat mit 0,37 g/L 
Gesamtprotein in 6 h und fünf Zyklen aufgereinigt. Da die AEX-Methode für die 
Aufreinigung von CalB aus Lysat auch Verunreinigungen gebunden hat, wurde die 
Elution in zwei Schritten mit 20 % und 100 % Puffer B durchgeführt. CalB wurde aktiv 
und in hoher Reinheit mit einer Konzentration von bis zu 1 g/L eluiert. Die Ausbeute 
betrug 0,22 g bei einer Wiederfindung von 80 %. Im Vergleich zur Batch-
Chromatographie führte der Einsatz der PCCC hier zu einer Produktivitätssteigerung von 
36 %.  
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Die Methode zur Aufreinigung von CalB mit der PCCC erwies sich damit als praktikabel, 
jedoch unter der Einschränkung, dass die Anzahl der Zyklen aufgrund einer 
Verschlechterung der Performance durch bindende, nicht einfach durch Waschschritte zu 
entfernende Verunreinigungen begrenzt war. Die nicht-selektive Bindung von CalB war 
nicht optimal für die Anwendung der PCCC. 
Die PCCC-Anlage sollte daher vor allem für Anwendungen mit 
Affinitätswechselwirkungen eingesetzt werden, z. B. mit spezifisch-bindenden Proteinen 
wie Antikörpern oder His-getaggten Proteinen. 
Im folgenden Artikel „Continuous purification of Candida antarctica lipase B using 3-
membrane adsorber periodic counter-current chromatography” werden die Ergebnisse 
detailliert beschrieben und diskutiert. 
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3.2 Kontinuierliche Aufreinigung von Patchoulolsynthase aus E. coli-
Lysat 
In diesem Kapitel wird die Aufreinigung von Patchoulolsynthase (PTS) mit der 3MA-
PCCC beschrieben. Aufgrund der vorherigen Ergebnisse der CalB-Aufreinigung wurde 
ein Protein gewählt, welches mittels Affinitätschromatographie aufgereinigt werden 
kann. Da die PTS über einen His-Tag verfügt, kann IMAC für die Aufreinigung aus 
E. coli-Lysat verwendet werden. 
Das Enzym Patchoulolsynthase (EC 4.2.3.70) ist an der Biosynthese des Sesquiterpens 
(-)-Patchoulol beteiligt. (-)-Patchoulol ist besonders für die Kosmetikindustrie 
interessant, da es dem Patchouliöl seinen charakteristischen holzigen, erdigen Duft 
verleiht. Patchouliöl ist Bestandteil vieler luxuriöser Kosmetikprodukte wie 
beispielsweise Parfums oder Cremes und wird aus Pflanzen der Gattung Pogostemon 
cablin mittels Dampfdestillation extrahiert. Das Extrakt enthält 25–60 % des 
Terpenalkohols (-)-Patchoulol. Darüber hinaus enthält das natürlich gewonnene Öl noch 
viele weitere Sesquiterpene, welche allerdings nur wenig zum Geruch des Patchouliöls 
beitragen [45, 46]. Somit ist der Anteil an (-)-Patchoulol ein wichtiges Qualitätsmerkmal 
[47, 48]. Leider hat die natürliche Gewinnung von Patchouliöl mittels Dampfdestillation 
viele Nachteile, weil sie hauptsächlich direkt auf dem Feld in Entwicklungsländern 
durchgeführt wird. Dies hat zur Folge, dass die Qualität des Produkts leidet, da die 
Produktionsbedingungen oft nicht den geforderten Standards entsprechen. Darüber 
hinaus sind mit der Produktion sozio-ökologische Konsequenzen verbunden, da bspw. 
die Anbauflächen für Lebensmittel verdrängt werden [49]. Im Anstieg des 
Weltmarktpreises auf 150 $/kg [50] ist zu erkennen, dass die Nachfrage steigt, während 
die natürliche Produktion diese nicht mehr decken kann. Daher wird besonders die 
biotechnologische Produktion mithilfe von Enzymen wie der Patchoulolsynthase sehr 
interessant. 
Der Aufreinigung und Charakterisierung der PTS wurde bisher wenig Aufmerksamkeit 
geschenkt. Daher legt dieses Kapitel den Schwerpunkt auf die kontinuierliche 
Aufreinigung des bioaktiven Enzyms mit (Einweg-)Membranadsorbern. Zunächst 
wurden die Puffer für die Aufreinigung hinsichtlich Enzymaktivität und der 
(-)-Patchoulol-Ausbeute optimiert. Das ist wichtig, da schon die Aufreinigung des 
natürlich-vorkommenden Enzyms durch Munck & Croteau [51] zeigte, dass es während 
3 Experimenteller Teil 
40 
der chromatographischen Aufreinigung zu Aktivitätsverlusten von mindestens 90 % 
kommt. Da die IMAC unter neutralen Bedingungen durchgeführt werden kann, wurden 
verschiedene Puffer im pH-Bereich von pH 7–8 getestet. Bei der PTS handelt es ich um 
eine Multiprodukt-Sesquiterpensynthase. Durch die Optimierung der Pufferbedingungen 
konnten die Aktivität maximiert und die Selektivität des Enzyms positiv beeinflusst 
werden.  
Die optimierten Pufferbedingungen (50 mM Triethanolamin-NaOH pH 7, 0,5 M NaCl, 
10 % (v/v) Glycerin, 5 mM MgCl2) decken sich größtenteils mit den in der Literatur 
beschriebenen Ergebnissen [46, 51–53], wobei in dieser Arbeit alle Pufferkomponenten 
hinsichtlich der maximalen Enzymaktivität optimiert wurden. Mithilfe des optimierten 
Puffers wurde die Batch-Methode zur Isolierung von PTS aus dem E. coli-Lysat unter 
Verwendung von Co2+-IMAC (Sartobind® IDA75) etabliert. Zur Elution des nativen und 
bioaktiven Enzyms wurde 250 mM Imidazol verwendet. Die Produktreinheit nach diesem 
Schritt lag bereits bei 90 %. Die Batch-Methode mit zwei Elutionsstufen bei 25 mM und 
250 mM Imidazol wurde auf die PCCC-Anlage mit drei Membranadsorbern übertragen. 
Im Rahmen des PCCC Laufs wurden 450 mL E. coli-Lysat mit 0,17 g/L Gesamtprotein 
über 2,33 PCCC Zyklen in 1,5 h aufgereinigt. Aufgrund der niedrigen 
Produktkonzentration von 14,9 mg/L PTS im Lysat, konnte kein Produktdurchbruch 
detektiert werden. Daher wurde die PCCC-Anlage mittels der flexiblen Programmierung 
zeitlich gesteuert. Dennoch konnte PTS erfolgreich mit Konzentrationen bis zu 0,33 g/L 
eluiert werden. Nach dem notwendigen Umpufferungsschritt lag die Reinheit der PTS bei 
98 % sowie die Prozessausbeute bei 68 %. Mit 1 µM des aufgereinigten Enzyms und 
50 µM des Substrats FPP (Farnesyldiphosphat) konnte 126 mg/L (-)-Patchoulol gebildet 
werden.  
Der Verlust von 32 % PTS ist zum Teil auf den Systemaufbau der PCCC zurückzuführen. 
Diese Problematik ist ebenfalls im vorherigen Kapitel 3.1 aufgetreten; hier wurden in den 
PCCC-Waschschritten 10–15 % des Produkts (CalB) verloren. Dieses Problem wurde 
bereits in der Literatur beschrieben [8, 54] und könnte durch eine Erweiterung des 
Systems gelöst werden. Durch das Weiterleiten der Waschfraktionen auf einen weiteren 
Membranadsorber, dem sogenannten interconnected wash, ginge dieser Produktanteil 
nicht verloren. Nichtsdestotrotz konnte die kontinuierliche Membranchromatographie die 
Produktivität des Prozesses um 47 % (berechnet nach Kaltenbrunner et al. [55]) gesteigert 
und der Pufferverbrauch um 33 % im Vergleich zum Batch reduziert werden. Der Einsatz 
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der 3MA-PCCC eignet sich hier vor allem, da die Aufreinigung mit nur einem 
chromatographischen Schritt durchgeführt wurde. Dies kommt dem Produktionsprozess 
zugute, da das Enzym eher instabil ist.  
Die Nachfrage nach Patchouliöl wird voraussichtlich um 2,8 % pro Jahr steigen [56]. Der 
biotechnologische Prozess könnte genutzt werden, um diese steigende Nachfrage zu 
decken. Der vorgestellte Aufreinigungsprozess kann durch Verwendung von 
Membranadsorbern einfach maßstabsvergrößert werden. Es müssen lediglich die 
Membranfläche vergrößert und ein geeignetes System (z. B. BioProcess pcc von GE 
Healthcare) für die large-scale Anwendung eingesetzt werden. 
Im folgenden Artikel „Optimization of continuous purification of recombinant patchoulol 
synthase from Escherichia coli with membrane adsorbers” werden die Ergebnisse 
ausführlich beschrieben und diskutiert. 
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3.3 Kontinuierliche Aufreinigung eines monoklonalen Antikörpers aus 
Chinese Hamster Ovary-Zellüberstand 
In diesem Kapitel wird die kontinuierliche Aufreinigung eines monoklonalen Antikörpers 
aus Chinese Hamster Ovary (CHO)-Zellüberstand beschrieben. Für die Abbildung der 
kontinuierlichen Chromatographie wurde die zuvor beschriebene, erweiterte PCCC-
Anlage mit vier Membranadsorber-Einheiten verwendet. Durch die Integration einer 
weiteren Einheit konnte der sogenannte interconnected wash implementiert werden. Das 
System-Setup wurde detailliert in Kapitel 2.4 beschrieben. Besonders die Aufreinigung 
von Antikörpern eignet sich für den kontinuierlichen Betrieb, da die Kosteneffizienz 
durch die nahezu komplette Nutzung der Bindungskapazität des teuren 
chromatographischen Materials (Protein A) steigt.  
Antikörper gehören zu den Immunglobulinen und machen ein Fünftel der menschlichen 
Plasmaproteine aus und werden von aktivierten B-Zellen als Immunreaktion auf fremde 
Moleküle (Antigene) gebildet. Sie werden in fünf Immunglobulinklassen (IgG, IgA, IgM, 
IgD und IgE) unterteilt, die ebenfalls in Untergruppen unterteilt sind (z. B. IgG1, IgG2, 
IgG3, IgG4). Antikörper bestehen. Abbildung 8 zeigt einen IgG-Antikörper aus vier 
Polypeptidketten: je zwei identischen leichten (23–25 kDa) und schweren Ketten (50–
60 kDa). 
 
Abbildung 8: Schematischer Aufbau eines IgG-Antikörpers; in Anlehnung an [57]. 
Die beiden identischen schweren Ketten sind durch zwei Disulfidbrücken verbunden und 
jeweils durch eine Disulfidbrücke mit einer der leichten Ketten verbunden. Die leichten 
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Ketten (LC) und die schweren Ketten (HC) weisen an einem Ende eine variable Region 
(V-Region, grau) auf, die als Bindungsstelle für das Antigen (Paratop) dient [57–59]. 
Monoklonale Antikörper (mAb) binden spezifisch an ein Epitop eines Antigens [58]. Das 
Anwendungsgebiet von monoklonalen Antikörpern in der Humanmedizin reicht von der 
Behandlung von Allergien, Asthma, Multipler Sklerose und der Bekämpfung 
verschiedener Krebsarten bis hin zu deren Einsatz bei Transplantationspatienten [60–62]. 
Im Jahr 2016 wurden sieben Medikamente auf Basis von monoklonalen Antikörpern in 
den USA und Europa zugelassen; Ende 2018 wurden 12 weitere in den USA und Europa 
zur Behandlung von beispielsweise Krebs, Behandlung von Transplantationspatienten, 
Autoimmunerkrankungen und anderen Krankheiten zugelassen [57, 63].  
Die biotechnologische Produktion von monoklonalen Antikörpern erfolgt häufig in CHO-
Zellen, wobei diese korrekt glykosyliert in das Medium abgegeben werden. Besonders 
die Downstream Processing Schritte sind für den Prozess entscheidend, da das Produkt 
hohe regulatorische Anforderungen erfüllen muss, damit die klinische Wirksamkeit 
gewährleistet ist [65]. Mit steigenden Produkttitern (vor allem in der Antikörper-
Produktion) steigen die DSP Kosten proportional mit der Menge des aufzureinigenden 
Produkts, während die Kosten für das USP nicht signifikant ansteigen. Daher verlagern 
sich die Kosten mit 50–80 % [66] zum DSP [67–70]. Um dieses Problem zu adressieren, 
werden in diesem Kapitel Optimierungsansätze betrachtet; durch die Verwendung von 
kontinuierlicher Chromatographie sollen die Kosten durch eine verbesserte 
Kapazitätsnutzung des teuren Protein A Materials reduziert werden. Die Verwendung von 
Membranadsorbern soll die Raum-Zeit-Ausbeute und damit die Produktivität steigern. 
In dieser Arbeit wurde der kritische Protein-A-Schritt mit Fokus auf der mAb Elution 
optimiert. Der Protein-A-Chromatographie-Schritt ist der Capture-Schritt in der 
Antikörper-Aufreinigung. In diesem Schritt soll der monoklonale Antikörper aus dem 
Überstand isoliert und konzentriert werden, gleichzeitig sollen Verunreinigungen wie 
DNA, host cell Proteine und Medienkomponenten entfernt werden. Anschließend werden 
die Polishing-Schritte durchgeführt, um letzte Verunreinigungen zu entfernen und die 
finale Reinheit des Produkts zu erreichen [71, 72]. Der Protein A-Schritt ist kritisch, da 
ein niedriger pH-Wert für die Produktelution und kombinierte Virusinaktivierung 
verwendet wird. Das kann zu Aggregation und damit zu Problemen in Qualität, Quantität, 
Weiterverarbeitung und vor allem in der Arzneimittelsicherheit führen [73, 74]. Im 
Rahmen dieser Arbeit wurde der Protein A-Schritt für einen therapeutischen humanen 
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monoklonalen Antikörper der Untergruppe IgG1 gegen Tumornekrosefaktor-α optimiert. 
Verschiedene Elutionspuffer wurden unter Einsatz von Membranadsorbern (Sartobind® 
Protein A 2 mL) getestet und verglichen. Membranadsorber eignen sich hier besonders 
als Alternative zu Säulen aufgrund der kurzen Verweilzeiten und der Verwendung von 
„Disposables“ (Wegfallen von aufwendigen Reinigungsschritten und Validierung).  
In dieser Arbeit wurden drei Puffersysteme für die monoklonale Antikörper-Elution 
getestet: Citratpuffer, Glycinpuffer und Acetatpuffer. Dabei wurde neben der 
Chromatographie-Leistung auch die Stabilität des Antikörpers bewertet. Die besten 
Ergebnisse in Bezug auf die Chromatographie-Leistung, Produktstabilität und 
Aggregation lieferte 0,1 M Citratpuffer pH 3,5 und 0,15 M NaCl mit einer Wiederfindung 
von > 95 % und einem Aggregatanteil von nur 0,26 % (vgl. Müller & Vajda [73] mit 
1 %). Darüber hinaus konnte die Entwicklungszeit des Prozesses mit Membranadsorbern 
und unter Einsatz eines Design of Experiments (DoE)-basierten Ansatzes deutlich 
verkürzt werden. Das optimierte Chromatographie-Verfahren wurde erfolgreich auf das 
kontinuierliche Chromatographie-System mit vier Membranadsorbern (4MA-PCCC) 
übertragen. Der kontinuierliche Lauf wurde mit 160 mL Feed-Lösung mit 0,6 g/L mAb 
durchgeführt. Es wurden zwei Zyklen in 2 h durchgeführt. Die Elutionspeaks wiesen 
Konzentrationen zwischen 2,5 g/L und 5 g/L auf. Aufgrund der dynamischen 
Prozesskontrolle wurde jeder Membranadsorber bis zur Sättigung (70 % 
Produktdurchbruch, SC2) beladen. Eine konstante Leistung der MA war zu beobachten, 
wobei in jedem Zyklus ein Trend von abnehmenden Elutionspeaks (MA1 bis MA4) zu 
erkennen war. Dieser Trend lässt sich auf einen Rücksog von Puffer B im System 
zurückführen. Dennoch lag die Wiederfindung nach der Aufreinigung bei über 90 % 
(aufgrund des interconnected wash [8, 54]) und es wurden nur 600 mL Puffer verbraucht. 
Im Vergleich zum Batch-Prozess konnte die Kapazitätsnutzung der MA durch das 
Beladungsprinzip der PCCC um 20 % gesteigert werden. 
Das PCCC-Prinzip eignete sich besonders für die mAb-Aufreinigung, da die 
Produktkonzentration im Vergleich zu anderen Produkten (vgl. Kapitel 3.1 und 3.2) hoch 
genug war [56, 75]. Die Steuerung über das UV-Signal unter Nutzung der Switching 
Conditions konnte problemlos realisiert werden. Der Einsatz des PCCC-Prinzips ist 
insbesondere im Zusammenhang mit der von der FDA definierten Initiative Process 
Analytical Technology (PAT) sinnvoll [11]. Der Chromatographie-Prozess kann direkt 
überwacht werden und die Leistung ist direkt sichtbar. Der Prozess kann gestoppt werden, 
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bevor die Leistung nachlässt und die Qualität nicht mehr den gesetzlichen Anforderungen 
entspricht. 
Im folgenden Artikel „Membrane Adsorber for the Fast Purification of a Monoclonal 
Antibody Using Protein A Chromatography” werden die Arbeiten ausführlich 
beschrieben und diskutiert.   
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 Zusammenfassung und Ausblick 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein kontinuierliches Chromatographie-System 
entwickelt und dessen Anwendung anhand von drei Beispielen gezeigt. Das System 
wurde zunächst mit drei Chromatographie-Einheiten nach dem Prinzip der Periodic-
Counter-Current-Chromatographie (PCCC) aufgebaut. Anders als bei den kommerziell 
erhältlichen Anlagen wurde das System auf (Einweg-)Membranadsorber (MA) ausgelegt, 
da diese im Vergleich zu konventionell-verwendeten Säulen einige Vorteile bieten. Das 
sind vor allem die gesteigerten Durchsätze, die aufgrund der Eliminierung von 
Porendiffusion möglich sind. 
Mit einem Modellproteingemisch aus BSA und Lysozym wurde die PCCC-Anlage 
erfolgreich in Betrieb genommen und getestet. Anschließend wurde die Anlage für die 
Aufreinigung von drei Proteinen bzw. Enzymen eingesetzt: der Aufreinigung von 
Candida antarctica Lipase B (CalB) aus E. coli-Lysat, der Aufreinigung von 
Patchoulolsynthase (PTS) aus E. coli-Lysat und der Aufreinigung eines monoklonalen 
Antikörpers (mAb) aus Chinese Hamster Ovary (CHO)-Zellüberstand. 
Für die Aufreinigung von CalB wurde eine AEX-Methode (Sartobind® Q75) mit einer 
zwei-stufigen Elution unter Verwendung von 20 mM Tris-HCl-Puffer pH 8,5 entwickelt. 
CalB wurde in der ersten Elutionsstufe bei 0,2 M NaCl und die Verunreinigungen bei 
1 M NaCl eluiert. Die kontinuierliche Aufreinigung mit der 3MA-PCCC wurde über fünf 
Zyklen durchgeführt. Aus 0,9 L E. coli-Lysat wurden 0,22 g CalB mit einer 
Wiederfindung von 80 % isoliert. Im Vergleich zum Batch-Prozess, wurde die 
Produktivität des Prozesses um 36 % erhöht. Generell hat sich die PCCC zur 
Aufreinigung der CalB als praktikabel erweisen, jedoch wurden neben der CalB auch 
Verunreinigungen (vor allem E. coli host cell Proteine und DNA) an den MA gebunden. 
Daher hat im Laufe des Prozesses die Leistung der Chromatographie abgenommen. 
Aus den Versuchen wurde geschlussfolgert, dass die PCCC-Anlage sich daher eher für 
die Aufreinigung von spezifisch bindenden Produkten mittels Affinitätschromatographie 
eignet. Mögliche Beispiele sind die Aufreinigung von Zielproteinen, die einen His-Tag 
besitzen oder die Aufreinigung von einem mAb. In der Literatur ist fast ausschließlich 
die Aufreinigung von monoklonalen Antikörpern mit der PCCC zu finden [8, 76–78]. 
Daher handelt es sich bei dem zweiten Anwendungsbeispiel um die Aufreinigung der 
Patchoulolsynthase (PTS). Diese wurde mit einem His-Tag versehen und konnte daher 
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mittels Co2+-Immobilisierter-Metallionen-Affinitätschromatographie (IMAC) mit dem 
Membranadsorber Sartobind® IDA 75 aufgereinigt werden. Zur kontinuierlichen 
Aufreinigung der PTS mittels 3MA-PCCC wurde 50 mM Triethanolamin-NaOH-Puffer 
pH 7 unter Zugabe verschiedener Additive eingesetzt. Zur Elution der PTS wurden 
250 mM Imidazol zugesetzt. Im Rahmen der 3MA-PCCC wurden 0,45 L E. coli-Lysat 
über 2,33 Zyklen aufgereinigt und die Wiederfindung lag bei knapp 70 %. Obwohl die 
dynamische Prozessteuerung aufgrund der niedrigen Produktkonzentration nicht möglich 
war, konnte die Produktivität dennoch um 47 % im Vergleich zum Batch-Prozess 
gesteigert werden. 
Bei den oben beschriebenen Anwendungsbeispielen kam es zu Produktverlusten von ca. 
20–30 %. Diese sind auf den Systemaufbau der 3MA-PCCC zurückzuführen, sodass 
beim Waschen des Membranadsorbers nach einer Beladungsphase Produkt verloren geht. 
Daher und weiterhin zur Optimierung des Systems wurde die PCCC-Anlage auf eine 
vierte Membranadsorber-Einheit (4MA-PCCC) sowie um weitere Ventile erweitert. 
Damit wurde neben der flexibleren Anwendung mit vier MA auch der sogenannte 
interconnected wash implementiert. Nach Beladung eines MA wird die Waschfraktion 
auf einen weiteren MA umgeleitet, sodass die Produktausbeute gesteigert wird. 
Mit dem erweiterten 4MA-PCCC-Setup wurde die Aufreinigung eines monoklonalen 
Antikörpers mittels Protein-A-Chromatographie (Sartobind® Protein A 2 mL) etabliert. 
Im Vorfeld wurden die Chromatographie-Puffer optimiert, um die gewünschte 
Produktqualität und Prozessleitung zu gewährleisten. In 2 h wurden 160 mL CHO-
Zellüberstand mit 0,6 g/L mAb über zwei PCCC-Zyklen aufgereinigt. In den PCCC-
Zyklen war ein negativer Trend der Höhe der Elutionspeaks und damit der 
Produktausbeute zu erkennen, dennoch lag die mAb-Wiederfindung bei über 90 %. Bei 
gleichmäßiger Prozessleistung ist eine Produktivitäts- und Kapazitätssteigerung von 
jeweils 20 % zu erwarten. 
In dieser Arbeit wurden damit für die kontinuierliche Chromatographie 
Kapazitätssteigerungen von etwa 20 % und Produktivitätssteigerungen von 20 bis etwa 
50 % (berechnet nach Kaltenbrunner et al. [55]) festgestellt. Damit kann keine pauschale 
Aussage darüber getroffen werden, inwieweit sich die Produktivität eines Prozesses unter 
Verwendung kontinuierlicher Methoden steigern lässt. Dies muss für jeden Prozess 
individuell bestimmt werden. In der Literatur sind simulierte Werte für die 
kontinuierliche Chromatographie mit Membranadsorbern zu finden. Im Vergleich zum 
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Batch-Prozess sind Produktivitätssteigerungen von etwa 50 % und Kapazitäts-
steigerungen von etwa 20 % pro Einheit zu erwarten [79]. 
Aufgrund des diffusiven Massentransports in Säulen sind die Durchbruchskurven 
vergleichsweise flacher und die Kapazitätsnutzung mit etwa 50 % [33, 80] im 
kontinuierlichen Prozess höher. Die durchschnittliche Produktivitätssteigerung liegt bei 
etwa 40 % [80]. Durch den Einsatz von Membranadsorbern ist damit vor allem mit einer 
Steigerung der Produktivität im kontinuierlichen Prozess zu rechnen, wobei die Kapazität 
etwas schlechter als bei Säulen genutzt wird. Damit eignet sich die kontinuierliche 
Membranchromatographie vor allem für Prozesse, die in der Produktivität gesteigert und 
in der Prozesszeit reduziert werden sollen. Das ist besonders interessant für teure, eher 
instabile Produkte. 
Die Bindungskapazität von Membranadsorbern ist unabhängig von der Flussrate [30], 
somit konnten die Flussraten von Feed und Puffern entsprechend des PCCC-Prinzips 
angepasst werden. Das ist ein großer Vorteil gegenüber Säulen, da hier die Flussrate die 
Kapazität aufgrund der Porendiffusion stark beeinflusst. Daher ist die Auslegung des 
PCCC-Prozesses mit Membranadsorbern flexibler, wobei beachtet werden muss, dass 
auch bei Membranadsorbern bei zu niedrigen Flussraten diffusive Effekte auftreten 
können. 
Generell sollte das PCCC-Prinzip für spezifisch bindenden Proteine wie Antikörper oder 
His-getaggte Proteine (Affinitätschromatographie) verwendet werden. Produkte, die 
extrazellular vorliegen, können grundsätzlich leichter mit der PCCC aufgereinigt werden, 
da kaum Verunreinigungen (Medienbestandteile, DNA oder host cell Proteine) vorliegen, 
welche die Chromatographie beeinflussen. In jedem Fall sollte das Produkt in 
ausreichender Menge vorliegen, damit die intelligente, dynamische Prozessteuerung und 
damit das Prinzip der PCCC erfüllt wird. Trotzdem eignet sich das vorgestellte Anlagen-
Setup der 4MA-PCCC ebenso für die Aufreinigung anderer Proteine, wie in der 
vorliegenden Arbeit am Beispiel der CalB gezeigt wurde. Die Steigerung der 
Produktivität und Kapazitätsnutzung fällt lediglich geringer aus. Langfristig ist das Ziel, 
das System in einen kontinuierlichen Produktionsprozess aus USP und DSP zu 
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